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RIASSUNTO 
_____________________________________________________________________________________________________ 
 
 
 
A. INTRODUZIONE 
 
Idrofobina Vmh2 da Pleurotus ostreatus 
 
Le idrofobine sono piccole proteine (circa 100 residui amminoacidici) ad alta 
attività superficiale, note da circa 10 anni per le loro peculiari proprietà. Prodotte da 
funghi filamentosi, sono bio-surfattanti e auto-assemblano in membrane anfifiliche 
alle interfacce solido-liquido o aria-liquido. Per le loro proprietà, le idrofobine hanno 
diversi ruoli biologici, ad esempio sono coinvolte nella formazione ed il rivestimento 
di ife aeree, spore, corpi fruttiferi e nell’adesione delle ife a superfici idrofobiche 
durante le interazioni simbiotiche o patogene (Wösten et al. 2001). 
Le proteine di questa famiglia hanno bassa identità di sequenza, ma sono 
caratterizzate da un motivo ben conservato di otto cisteine legate tra loro da ponti 
disolfurici (Sunde et al. 2008). 
La famiglia delle idrofobine fungine è stata divisa in due classi in base a 
caratteristiche strutturali e funzionali: le idrofobine di classe I formano un film 
estremamente robusto costituito da strutture di tipo amiloide chiamate "rodlet" che 
possono essere depolimerizzate solo in acidi forti (i.e. TFA 100%), mentre i polimeri 
formati dalle idrofobine di classe II sono non fibrillari e meno stabili, possono essere 
sciolti in etanolo o soluzioni acquose di sodio dodecil solfato (SDS) (Zampieri et al. 
2010). Le principali caratteristiche dei film d'idrofobine rispetto agli altri film proteici 
sono la loro maggiore resistenza chimica e l'abilità di modificare sensibilmente la 
bagnabilità della superficie di materiali (Hou et. al 2009), Infatti, per la loro natura 
anfifilica, il rivestimento di idrofobine converte superfici idrofobiche in idrofiliche e vice 
versa. 
A causa delle loro proprietà peculiar,i queste proteine sono di grande interesse 
per vari settori dell'industria (Hektor et al. 2005, Linder et al. 2009). Sono stabilizzanti 
di emulsioni e sono in grado di produrre schiume; da questo le loro applicazioni 
nell'industria cosmetica ed alimentare. Inoltre, alcune di loro sono prodotte da 
organismi GRAS (generally recognized as safe) o addirittura edibili. Sono molto 
interessanti anche dal punto di vista della scienza delle superfici e possono essere 
usate in applicazioni di alto livello tecnologico (Bayry et al., 2012) come ad esempio 
adesione di cellule (Li X et al. 2009; Zhang M et al., 2011), sistemi di drug delivery 
(Sarpanta et al., 2012; Valo et al., 2010) e biosensori (Corvis et al. 2005; Zhao et al., 
2007; Zhao et al., 2009). 
Le ultrastrutture formate da idrofobine di classe I, chiamate "rodlets" 
(letteralmente dall'inglese, a forma di bastoncelli), rivestono la superficie di molti 
funghi sporigeni ed è stato dimostrato che questo strato è in grado di prevenire il 
riconoscimento di spore fungine disperse nell'aria da parte del sistema immunitario 
[Aimanianda et al. 2009]. La loro abilità di formare membrane immunolgicamente 
inerti ed altamente stabili le rende attraenti candidati per impianti ortopedici 
(Scholtmeijer et al. 2002; Boeuf et al., 2012). E’ stato anche dimostrato che uno 
strato monomolecolare formato da alcune idrofobine su substrati solidi è in grado di 
mediare l'adesione di un secondo strato proteico (De Stefano et al. 2009; Wang Z. et 
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al. 2010). Questo sistema è utilizzabile per la modifica di superfici di elettrodi e nella 
biosensoristica (Corvis et al. 2006; Zhao et al. 2007). 
Tuttavia, i livelli di produzione della maggior parte delle idrofobine note sono 
bassi ed i costi di produzione troppo elevati per applicazioni di uso comune. Fanno 
eccezione l'idrofobina di classe II, HFBI per la quale è stato costruito un ceppo di 
Trichoderma reesei iperproduttore, ottenendo una resa di proteina di 600mg per litro 
di coltura (Askolin et al. 2001), e l’idrofobina di classe I H*Protein A prodotta come 
proteina ricombinante di fusione dalla multinazionale BASF su impianto pilota per la 
produzione su scala di chilogrammi (Wohlleben et al. 2010). 
Nonostante la difficile estrazione e manipolazione, le idrofobine di Classe I sono 
proteine molto interessanti per la scienza delle superfici perché formano strati 
altamente stabili che possono resistere in SDS 2% (peso/volume, w/v). SC3 da 
Schizophyllum commune è una delle idrofobine di Classe I più studiate. Questa è in 
grado di formare fibrille di tipo amiloide che hanno una caratteristica morfologia a 
rodlet. I rodlet sono ultrastrutture proteiche di circa 100 nm di lunghezza che 
condividono molte delle caratteristiche strutturali delle fibrille di tipo amiloide; la loro 
formazione è accompagnata da cambi conformazionali verso strutture ordinate di tipo 
β, in grado di legare la Tioflavina T (ThT) così come avviene per le strutture amiloidi 
(Biancalana and Koide 2010). In particolare, SC3 auto-assembla spontaneamente 
all'interfaccia acqua-aria, formando prima un intermedio ad alto contenuto di α-elica, 
poi una configurazione finale stabile ad alto contenuto di foglietti β. D’altra parte, SC3 
è bloccata nell'intermedio in configurazione α-elica in seguito al contatto con solidi 
idrofobici (ad esempio Teflon). La transizione verso lo stato stabile finale a foglietti β 
è promossa da alta concentrazione proteica, oppure dalla presenza di polisaccardi 
della parete cellulare (schizofillano) oppure in presenza di detergenti ed ad elevate 
temperature (Scholtmeijer et al 2009). 
Sono anche riportate condizioni in grado di indurre auto-assemblamento di altre 
idrofobine di classe I ricombinanti, H*Proteina A e B (pH > 6, temperatura ≫ 5 °C, 
concentrazione > 0.2 mg/mL) (Wohlleben et al. 2010). Morris e colleghi (2011) hanno 
studiato l'effetto di alcuni additivi (alcoli, detergenti, liquidi ionici) sulla formazione di 
rodlet da parte di due idrofobine espresse per via ricombinante, EAS e DewA. E' 
stato osservato che la velocità di formazione di rodlet è rallentata con la diminuzione 
di tensione superficiale del solvente, prescindendo dalla natura degli additivi. La 
tensione superficiale della soluzione, il pH, la temperatura, la concentrazione di 
idrofobina, le caratteristiche dell'interfaccia, la presenza di zuccheri o di altri additivi, 
sono tutti parametri da considerare per attivare o inibire il processo di auto-
assemblamento delle idrofobine in vitro. Studiare le condizioni che portano alla 
formazione di fibrille di tipo amiloide è essenziale per poterle usare nelle applicazioni 
industriali (Morris et al 2013). 
Questo progetto di ricerca è incentrato sull'idrofobina di Classe I, Vmh2 (codice 
UniProt Q8WZI2) prodotta dal fungo basidiomicete Pleurotus ostreatus [Armenante 
et al. 2010]. Questa proteina è stata localizzata sia associata alla parete cellulare del 
micelio sia secreta nel brodo di coltura. La proteina è solubile in soluzioni acquose di 
etanolo, mentre complessi formati tra la proteina e glucani o glucosio, sono solubili in 
acqua. Inoltre, quando il pH aumenta sopra il valore di 6, avvengono cambi 
conformazionali irreversibili con formazione di strutture di tipo β che auto-
assemblano nella soluzione in presenza di etanolo mentre quando la polarità del 
solvente aumenta si osserva una maggiore tendenza a raggiungere interfacce 
idrofobico/idrofiliche, in assenza di cambi conformazionali [Longobardi et al., 2012]. 
RIASSUNTO 
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Vmh2 sembra essere l'idrofobina più idrofobica caratterizzata fino ad ora, la sua 
sequenza è composta di 111 amminoacidi che includono un singolo amminoacido 
basico (Lys 19), un singolo amminoacido aromatico (Phe 96) e 8 residui di cisteina 
che formano il caratteristico motivo di 4 ponti disolfurici conservato in tutte le 
idrofobine di Classe I. La struttura di Vmh2 mostra alta identità di sequenza con SC3. 
Tuttavia, SC3 contiene all’N terminale della proteina matura un peptide addizionale 
ricco in T e glicosilato (T stretch), che rende la proteina più solubile in acqua rispetto 
a Vmh2. Infatti, SC3 può essere solubilizzata in acqua fino a 1mg mL-1 (Wang X et 
al., 2004), anche se le idrofobine di classe II sono riportate essere ancora più solubili, 
fino a 10 mg mL-1 (Kisko et al., 2008). 
 
 
 
 
 
Fig.1. Allineamento della struttra primaria di Vmh2 con SC3. 
 
 
Vmh2 è stata utilizzata per funzionalizzare superfici di silicio. Il film di Vmh2 di 
spessore nanometrico, depositato su silicio cristallino, si è rivelato un’efficiente 
protezione per l'etching con KOH in fase liquida lasciandone inalterate le proprietà 
ottiche [De Stefano et al., 2007; De Stefano et al., 2008]. Sono stati inoltre verificati, 
con misure di angolo di contatto di una goccia d'acqua con la superficie (water 
contact angle, WCA), cambi nella bagnabilità di superficie dovuti alla presenza dello 
strato proteico auto-assemblato sia su silicio cristallino che poroso. Lo strato 
nanometrico è molto stabile dal punto di vista chimico, essendo presente dopo 
lavaggi in NaOH o SDS 100°C. Lo strato proteico monomolecolare è utilizzabile per 
l'immobilizzazione non covalente di altre proteine, quali la BSA e la laccasi. E' stato 
anche dimostrato che l'immobilizzazione di enzimi sul film d'idrofobine ne migliora la 
stabilità [De Stefano et al., 2009]. 
Tuttavia, applicazioni a livello industriale di Vmh2, così come di altre idrofobine 
di classe I, possono essere difficilmente attuabili a causa del costo di produzione e/o 
della richiesta di grandi quantità di proteina. L'espressione ricombinante può essere 
una valida alternativa, dato che può consentire di ottenere alti livelli di proteina pura; 
inoltre, l'ingegneria proteica fornisce uno strumento per migliorare le caratteristiche e 
le funzioni delle idrofobine, adattandole alle specifiche applicazioni (Linder et al. 
2002; Scholtmeijer et al. 2002; Valo et al., 2010; Boeuf et al., 2012; Reuter et al., 
2013). Un sistema di espressione ricombinante per Vmh2 in E. coli è stato già messo 
a punto e la proteina mostra proprietà comparabili alla proteina nativa [Longobardi et 
al., 2012]. 
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B. Studio delle proprietà di solubilità e caratterizzazione delle forme aggregate 
di Vmh2. 
 
B1. Scale-up della produzione di Vmh2 
E’ stato ottimizzato il protocollo per l'estrazione di Vmh2 dal micelio di P. ostreatus, 
ottenendo circa 230mg di proteina pura per litro di coltura ed aumentando la 
produttività di estrazione fino a 50 volte. Brevemente, il micelio è trattato con SDS 
bollente per rimuovere la maggior parte delle proteine solubili, metaboliti e 
contaminanti dal fungo. In seguito il micelio è lavato varie volte con acqua e una con 
60% etanolo per rimuovere completamente il detergente. Il residuo è quindi 
liofilizzato, trattato con acido trifluoroacetico (TFA) al 100% in bagno a ultrasuoni. 
Dopo centrifugazione il sovranatante è seccato sotto flusso di azoto, ed estratto 
usando una miscela di metanolo-cloroformio-acqua in grado di eliminare 
principalmente i componenti lipidici. Dopo questo trattamento la proteina aggregata è 
trattata di nuovo in 100% TFA e dopo centrifugazione il sovranatante è seccato sotto 
flusso di azoto e solubilizzato in 60% etanolo. Nel passaggio finale, la soluzione è 
stata chiarificata per centrifugazione. 
La massa molecolare della proteina (8564 Da) è stata confermata per spettrometria 
di massa MALDI-TOF, mentre non si è verificata la presenza di altre proteine. Analisi 
di dicroismo circolare hanno confermato la struttura di Vmh2, e l'alta concentrazione 
proteica ottenuta.  
 
B2. L'idrofobina di classe I, Vmh2, adotta meccanismi atipici per auto-
assemblare in fibrille di tipo amiloide. (Gravagnuolo et al., articolo sottomesso) 
L'idrofobina Vmh2 prodotta dal fungo basidiomicete P. ostreatus, può essere 
solubilizzata in tamponi acquosi, ma solo a pH ≥ 7. I risultati ottenuti ci hanno 
permesso di concludere che: i) in soluzioni acquose Vmh2 forma due tipi di strutture 
assemblate di dimensioni differenti, la cui quantità e rapporto relativo, dipendono 
dalla concentrazione proteica, ii) Vmh2 auto-assembla spontaneamente in strutture 
di tipo amiloide ed il processo è controllato da temperatura, pH e presenza di ioni 
Ca2+, iii) l'esposizione di soluzioni di Vmh2 a interfacce di carattere idrofilico-
idrofobico non induce aggregazione. Abbiamo quindi dimostrato che la conversione 
di Vmh2 in forme assemblate ricche di strutture di tipo β, avviene in condizioni 
differenti da quelle delle altre idrofobine di Classe I studiate, che sono note auto-
assemblare in film anfifilici alle interfacce idrofiliche-idrofobiche. E’ stato anche 
proposto un modello per il cambio conformazionale e l’auto-assemblamento di Vmh2 
in strutture di tipo amiloide. 
 
B3. Caratterizzazione spettroscopica mediante ATR-FTIR di film auto-
assemblante di Vmh2 per la biofunzionalizzazione del TEFLON (Portaccio M. et 
al., articolo sottomesso) 
Avvalendosi della spettroscopia ATR-FT-IR, è stato studiato il processo di 
formazione di film di Vmh2 estratta da P. ostreatus su membrana di TEFLON. In 
particolare, lo strato proteico è stato caratterizzato sia quantificando la banda 
dell'ammide I caratteristica delle proteine, che il rapporto lipidi/ammide e 
carboidrati/ammide. In più è stata determinata la struttura secondaria della proteina 
nel film attraverso la procedura di deconvoluzione della banda dell’amide I, analisi 
che ha indicato un prevalente contributo di strutture secondarie di tipo β in tutti i 
campioni analizzati. E’ interessante notare che la percentuale di struttura β varia in 
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dipendenza delle condizioni di formazione dello strato proteico. I risultati ottenuti 
sono stati anche confermati attraverso immagini SEM.  
 
 
C. Miglioramento di proprietà di superficie di materiali attraverso rivestimento 
con Vmh2 auto-assemblata per applicazioni biotecnologiche. 
 
C1 Uso di piastre porta campioni MALDI rivestite dall'idrofobina Vmh2 per il 
miglioramento dell'analisi di miscele complesse di peptidi e proteine 
(Longobardi S. et al., Analytical Biochemistry, 2014, 449: 9-16, articolo di copertina) 
Le proprietà auto-assemblanti dell'idrofobina Vmh2 sono state sfruttate per 
sviluppare un nuovo metodo di rivestimento di piastre d'acciaio in uso come porta 
campioni nella spettrometria di massa MALDI. Il rivestimento con Vmh2 permette 
l’analisi di miscele di proteine standard e digeriti triptici in concentrazioni nano-femto 
molare, in presenza di sali e denaturanti, in quanto è possibile desalificare facilmente 
il campione in situ. Come campione reale complesso è stato utilizzato siero umano 
non trattato e sono stati acquisiti spettri MALDI-TOF in un largo intervallo di m/z 
(rapporto massa carica). E' stata eseguita una comparazione di questo nuovo 
metodo di rivestimento e desalificazione sia con tecniche di desalificazione standard 
che con tecniche di desalificazione su piastra più recentemente riportate in 
letteratura. I risultati dimostrano che il rivestimento tramite Vmh2 di piastre porta 
campioni per MALDI, permette una desalificazione molto semplice ed efficiente, 
utilizzabile per sviluppare piattaforme integrate per applicazioni in proteomica. 
 
C2 Uso di piastre porta campioni per spettrometria di massa MALDI rivestite 
dall'idrofobina Vmh2 per digestioni seriali multi-enzimatiche di proteine in situ 
(Longobardi S. et al. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 2015, 407: 487-96) 
Lo sviluppo di metodi efficienti e rapidi per l'identificazione di proteine con alta 
copertura di sequenza è uno degli obiettivi principali nella moderna proteomica. La 
digestione di proteine su supporti solidi bio-funzionalizzati può essere un approccio 
vantaggioso, che permette di accoppiare la digestione in situ di proteine attraverso 
l'uso di enzimi immobilizzati ad analisi di spettrometria di massa MALDI-TOF o 
MALDI-TOF/TOF. Il passaggio decisivo nello sviluppo di una tecnica 
d'immobilizzazione enzimatica è la funzionalizzazione dei materiali di supporto. 
Piastre d'acciaio funzionalizzate con Vmh2 sono in grado di adsorbire peptidi e 
proteine, e sono compatibili con analisi MALDI-TOF-MS (sezione C4.A). Abbiamo 
quindi sviluppato un "laboratorio su piastra" immobilizzando diversi enzimi in maniera 
non covalente. Gli enzimi scelti sono d'interesse comune per l'identificazione e la 
caratterizzazione di proteine, come ad esempio la tripsina, la proteasi V8, la 
PNGaseF, e la fosfatasi alcalina. Sono state eseguite digestioni multi-enzimatiche 
seriali di proteine modello ottenendo alte coperture di sequenza in bassi tempi di 
reazione. Infine abbiamo dimostrato la possibilità di sfruttare questo metodo per 
l'analisi di campioni su piastra anche utilizzando la tecnica di spettrometria di massa 
tandem, MALDI-TOF/TOF, sia su proteine modello sia su un intero proteoma di latte, 
quale esempio di sistema complesso. 
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C3 Produzione e bio-funzionalizzazione in situ di nanomateriali a base di 
grafene privo di difetti strutturali (Gravagnuolo A.M. et al., articolo accettato in 
Advanced Functional Materials DOI: 10.1002/adfm.201500016) 
L'interfacciamento del grafene, uno dei nanomateriali più promettenti, con molecole 
biologiche è un aspetto fondamentale per il miglioramento della biocompatibilità e  
dispersibilità di questo materiale e per la sua implementazione con funzioni 
necessarie per applicazioni biomediche. La bio-funzionalizzazione del grafene, senza 
apportare difetti nella struttura planare ad atomi di carbonio ibridizzati sp2, è una sfida 
ancora più difficile. In questo studio abbiamo definito un processo per la sintesi di 
grafene privo di difetti strutturali attraverso esfoliazione per ultrasonicazione in fase 
liquida di materiale grafitico grezzo, assistita dall'idrofobina fungina auto-assemblante 
Vmh2. Le proprietà uniche di Vmh2, soprattutto la sua idrofobicità e stabilità, ci 
hanno permesso di ottenere nanomateriale esfoliato stabile (potenizale-ζ, +40 ÷ +70) 
ed altamente concentrato (~440-510 µg mL-1). Inoltre, attraverso centrifugazione 
controllata, sono stati selezionati foglietti micrometrici di carbonio bio-funzionalizzato 
dotato di pochi strati molecolari, privi di difetti strutturali, come dimostrato attraverso 
spettroscopia Raman, AFM, SEM ed analisi di mobilità elettroforetica. Questo 
prodotto ibrido rappresenta un materiale ad alto valore aggiunto per le emergenti 
applicazioni del grafene in settori d’interesse biotecnologico come la nanomedicina, il 
sensing e la bioelettronica. 
 
C4 Rapida e semplice immobilizzazione di nanomateriali e proteine su 
substrato auto-assemblante di Vmh2 (Gravagnuolo A.M. et al, articolo in 
preparazione) 
Il film anfifilico di Vmh2 è stato utilizzato come metodo semplice per il rivestimento di 
superfici di vetro e come efficiente substrato per l’immobilizzazione di proteine e 
nanomateriali, quail l’ossido di grafene e i quantum dots sintetizzati nei laboratori 
dell’ICN2. I supporti di vetro così funzionalizzati sono stati caratterizzati usando la 
tecnologia dei microarray. Inoltre, tramite un saggio biologico è stata dimostrata la 
funzionalità di anticorpi immobilizzati su film di Vmh2 seguendo la metodologia 
proposta. Il tempo richiesto per la fabbricazione di questi supporti per microarray è 
minore rispetto alle funzionalizzazioni chimiche più comuni per l’immobilizzazione 
delle proteine su vetro. 
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SUMMARY 
_____________________________________________________________________________________________________ 
 
Biological interfacing of novel materials is a key step to improve their 
biocompatibility, biofunctionality and selectivity toward bio-technological applications 
such as nanomedicine, bioelectronics, and in bioanalytical chemistry. 
Self-assembling of proteins, “nanomachines” with a wide variety of functions, 
has been intensively studied in the past few decades as fundamental and green 
strategy to build hierarchical structures in both living systems and hybrid functional 
assemblies for bionanotechnological purposes.  
The Class I hydrophobin, called Vmh2, is a peculiar, surface active, and 
versatile fungal protein that is known to self-assemble into very chemically stable 
amphiphilic film, able to change wettability of surfaces and to strongly adsorb other 
proteins in their active form. Moreover the Vmh2 nanometer-scale layer is perfectly 
compatible with optical applications. 
However, the production and handling of this protein, which has been 
characterized in our laboratories, is very arduous due to its low solubility and natural 
propensity to self-assemble into amyloid-like stable nano-structures. 
As a first goal, productivity of protein extraction and purification has been 
sensibly increased to obtain adequate amount of protein for laboratory scale 
applications. Moreover the conditions for Vmh2 solubilization in aqueous media and 
for Vmh2 self-assembling have been explored characterizing the aggregated forms in 
solution and the stable film on Teflon support. A molecular model for Vmh2 self-
assembly has also been proposed. 
The protein film has been exploited to easily coat the sample-loading steel plate 
used in MALDI-TOF mass spectrometry. The hybrid surface is able to stably and 
homogenously adsorb peptides and proteins whereas salts or denaturants can be 
washed out allowing fast and high-throughput on-plate desalting prior to MS analysis. 
The functions of the Vmh2 coating have been expanded immobilizing enzymes of 
interest in proteomics. Rapid and efficient multiple enzyme digestions  have been 
performed to achieve high sequence coverage of model proteins and to analyze a 
whole proteome. Since Vmh2 can be de-polymerized in specific conditions, the 
functionalized supports can be reused for indefinite cycles. 
Moreover Vhm2 has been exploited to disperse quite high amount of highly 
hydrophobic graphene based materials, produced by ultrasonic wave exfoliation of 
low cost graphite. Notably, the non-covalent nature of the amphiphilic protein-carbon 
interactions preserves the band structure of sp2-carbon lattice. The bio-hybrid 
material is endowed with the self-assembling properties of Vmh2, controlled by 
environmental factors, and is a valuable material for biomedical applications. 
Finally, Vmh2 layer has been used as a facile method of glass surface coating 
and efficient substrate for the immobilization of proteins and nanomaterials, such as 
graphene oxide and home-made quantum dots. The functionalized slides have been 
tested in microarray technology. Notably, immobilized antibodies have proved 
functional and used in a bioassay. The time needed for fabrication of these new 
microarray slides is lower than that of the most efficient methods for chemical 
functionalization. 
In conclusion the unique properties of Vmh2 have provided new 
biotechnological solutions that could boost the applications of bio-hybrid materials in 
biomedical and bioanalytical fields. 
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ABBREVIATIONS 
_____________________________________________________________________________________________________ 
 
 
ATR-FT-IR: Attenuated Total Reflection-Fourier Transform-Infrared (spectroscopy) 
DLS: Dynamic Light Scattering 
FT-IR: Fourier Transform-Infrared (spectroscopy) 
GBMs: Graphene Based Materials 
GRMs: Graphene Related Materials 
GRAS: Generally Recognized As Safe 
MALDI-TOF-MS: Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization-Time Of Flight-Mass 
Spectroscopy 
SDS: Sodium Dodecyl Sulfate 
SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
TFA: Trifluoroacetic acid  
ThT: Thioflavine T 
WCA: Water Contact Angle 
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1. INTRODUCTION 
_____________________________________________________________________________________________________ 
 
 
 
The PhD project entitled “HYDROPHOBINS FROM PLEUROTUS 
OSTREATUS IN BIOTECHNOLOGICAL INDUSTRY”, has been carried out in the 
Biotecnologie Industriali Molecolari e Ambientali (BIMA) research group, Department 
of Chemical Sciences, University of Naples Federico II under the supervision of Prof. 
Paola Giardina. 
 
The multiple attractive potential applications of hydrophobins and the interest for 
the industrial use of this class of proteins, both as emulsion stabilizer and for surface 
modification, are demonstrated by the conspicuous number of research articles and 
patents which have been published and registered in the last 10-15 years. 
 
This project deals with the exploitation of the properties of the Class I 
hydrophobin Vmh2 [Peñas et al. 1998, Armenante et al. 2010, Longobardi et al., 
2012], extracted from the mycelium of the edible fungus Pleurotus ostreatus, for the 
development of new bio-technological applications. Vmh2 (UniProt accession 
number Q8WZI2), seems to be the most hydrophobic hydrophobin characterized so 
far. The sequence is composed by 111 amino acids including a signal peptide (chain 
1-24), a single basic residue (Lys 19), a single aromatic one (Phe 96) and 8 cysteine 
residues forming the characteristic pattern of 4 disulfide bonds conserved in all Class 
I hydrophobins. 
As a general introduction about hydrophobins, including a focus on Vmh2, the 
review published in 2013 on “Rendiconti dell’Accademia Nazionale delle Scienze” is 
reported below (section 1). 
This thesis is then split in two macro sections: section 2, production of Vmh2, 
analysis of its soluble and aggregated forms; section 3, use of Vmh2 self-assembled 
coating to enhance the surface properties of materials for biotechnological purposes. 
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2. ANALYSIS OF VMH2 SOLUBILITY AND STRUCTURAL 
STUDIES OF AGGREGATED FORMS 
_____________________________________________________________________________________________________ 
 
 
 
Structural and functional properties of the hydrophobin Vmh2 as a function of 
environmental conditions have been studied (Longobardi et al. 2012). At least three 
distinct phenomena can occur in 60% ethanol solution, being modulated by the 
environmental conditions: (1) when the pH increases or in the presence of Ca2+ ions, 
an assembled state, β-sheet rich, is formed; (2) when the solvent polarity increases, 
the protein shows an increased tendency to reach hydrophobic/hydrophilic interfaces, 
with no detectable conformational change; and (3) a reversible conformational 
change and reversible aggregation occurs at high temperature. Modulation of the 
Vmh2 conformational/aggregation features by changing the environmental conditions 
can be very useful in view of the potential protein applications. Langmuir−Blodgett 
films of Vmh2 deposited on silicon substrates have been investigated by atomic force 
microscopy (AFM). Compact and uniform monomolecular layers coexisting with 
protein aggregates, under the typical rodlet form, have been observed (Houmadi et 
al. 2008). Moreover, experimental results have shown that the presence of 
carbohydrates, i.e. cyclodextrins, maltohexaose, and glucose, strongly increases the 
Vhm2 solubility in water (Armenante et al. 2010). Vmh2-glucose chemically stable 
films, obtained by drop deposition on silicon, have been characterized in our 
research group by different techniques. 
Further knowledge of the structural properties of Vmh2, by means of methods to 
trigger self-assembly into the fibrillar rodlet state and techniques to characterize the 
physicochemical properties of the polymeric forms can be helpful to optimize its 
production as well as for its use in industrial applications. 
In section 2.1. an optimized protocol for extraction and purification of Vmh2 
from the mycelium of P. ostreatus is described. 
In section 2.2. a study on Vmh2 soluble and aggregated forms is reported. We 
took advantage of Thioflavin T fluorescence assay to specifically detect amyloid-like 
structures, and of Circular Dichroism to analyze conformational changes related to 
their formation. In addition, dynamic light Scattering (DLS) analysis was performed in 
collaboration with Prof. Luigi Paduano, Dipartimento di Scienze Chimiche, “Università 
di Napoli”, Naples, Italy. DLS analysis allowed the measurement of hydrodynamic 
radii of nano- or micro-sized aggregates suspended in liquid solutions. 
Moreover, Vmh2 layer prepared on the hydrophobic Teflon membrane in 
different conditions were structurally characterized by the FT-IR analysis (Section 
2.3.). Spectra analysis in the range 1700-1500 cm-1 made possible to obtain 
information on the secondary structure of the protein. These analyses were carried 
out in collaboration with the group of Prof. Marianna Portaccio and Prof. Maria 
Lepore, Dipartimento di Medicina Sperimentale, Seconda Università di Napoli, 
Naples, Italy. 
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2.1. OPTIMIZATION AND SCALE UP OF THE VMH2 PRODUCTION 
_____________________________________________________________________________________________________ 
 
 
A protocol was set up to extract high amount of pure Vmh2 from Pleurotus 
ostreatus mycelia in an easy way. Each step was optimized and the yield and 
productivity maximized. Amount of solvents, lipid depletion and sample dissolving 
strategies were tested and working time needed for the entire process was reduced. 
The protein samples were analyzed by circular dichroism, MALDI-TOF mass 
spectrometry, Pierce 660 protein assay, dry weight measurement, FT-IR and SDS-
PAGE to guarantee the quality standard required for our applications. 
Extraction from P. ostreatus mycelium grown in shaken cultures was performed. 
Mycelia were treated twice with 2% SDS in a boiling water bath for 15 min to remove 
most of the soluble proteins, metabolites and contaminants. The mycelium was 
washed several times with water and once with 60% ethanol to completely remove 
the detergent. The residue was freeze-dried, and about 1.2 g of dry extract were 
obtained at this step for Liter of culture medium.  
The dry extract was treated with 100% trifluoroacetic acid (TFA) in a water bath 
sonicator to disassemble the Vmh2 aggregates from the mycelium walls and the 
solution was then clarified by centrifugation (crude extract).  The supernatant was 
dried in a stream of nitrogen and lipids were extracted in a mixture of water-
methanol-chloroform 2:2:1 v/v (5 min in bath sonicator). The aggregated protein 
pellet was dissolved again in 100% TFA and, after centrifugation, the supernatant 
was dried in a stream of nitrogen, dissolved in 80% ethanol, and clarified by 
centrifugation. The supernatant was dried, treated with TFA as above-described and 
dissolved in the appropriate solution. 
The molecular mass, 8564 Da, was confirmed by MALDI-TOF mass spectrometry 
while no other protein was detected. By circular dichroism analysis the known 
structure [Longobardi et al. 2012] and high concentration of Vmh2 were confirmed.  
In conclusion, exploiting the optimized protocol, the yield of protein increased up to 
≈230 mg of Vmh2 per Liter of culture broth, doubling the amount obtained using the 
old protocol. Moreover the productivity of the process was increased ≈50-fold 
obtaining up to 20÷50 mg of protein per working day. 
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3. VMH2 SELF-ASSEMBLED COATING ENHANCES THE 
SURFACE PROPERTIES OF MATERIALS FOR 
BIOTECHNOLOGICAL APPLICATIONS 
_____________________________________________________________________________________________________ 
 
 
In this project, Vmh2 is exploited for improving surface features of materials of 
interests for industrial applications, even in high technology fields. The following 
macro-section is split in two areas of applicative interest in surface science. Section 
3.1 concerns the use of Vmh2 for analysis of peptides and proteins by mass 
spectrometry. Section 3.2 concerns the use of Vmh2 in nanomaterials-based 
applications. 
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3.1. A VERSATILE MALDI-MS PLATFORM BASED ON 
SELF-ASSEMBLED THIN FILM OF HYDROPHOBIN  
_____________________________________________________________________________________________________ 
 
 
Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization - Time of Flight - Mass 
Spectrometry (MALDI-TOF MS) is a widely used tool for the analysis of biomolecules, 
such as proteins and peptides. In proteomic research very complex biological 
samples are analyzed, usually requiring buffer for maintaining their structure or 
activities. The presence of relatively high concentration of salts or other reagents 
results in a significant decrease of MS signal sensitivity (Xu et al., 2003; Pan et al. 
2007) due to ion suppression phenomena. Therefore, time-consuming pre-treatments 
of samples prior to MS analysis, such as purification and separation of proteins, are 
often required, also employing high amount of sample. 
The ability of Vmh2 to coat a wide range of different materials and to adsorb 
proteins to its surface makes it applicable to perform on-plate enrichment and 
desalting of peptides/proteins. Moreover the Vmh2 film is a low cost coating, easy to 
be prepared and easy to be removed, allowing reuse of the same plate. 
In section 3.1.1, the use of Vmh2 self-assembled layer to develop a novel 
coating of steel MALDI sample plate is reported. The propensity of Vmh2 film to 
adsorb proteins (De Stefano et al. 2009) has been investigated to set up in situ 
desalting strategies for MALDI-MS or MS/MS of real biological samples (i.e. protein 
mixes and/or peptide mixes in presence of salts). 
In section 3.1.2 an expanded use of the Vmh2 film adding new functionalities to 
the MALDI coating is described. The immobilization of proteolytic and demodifying 
enzymes on the Vmh2 layer has been tested, developing a lab-on-plate platform 
focused on proteomic applications. 
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3.2. NANO-BIOTECHNOLOGICAL APPLICATIONS OF VMH2 
_____________________________________________________________________________________________________ 
 
 
 
In Section 3.2.1 a one-step method for the exfoliation, stabilization and 
functionalization of graphene by the class I hydrophobin Vmh2 is described. The 
process should provide a safe way to produce graphene, leading to a dispersible 
suspension of protein-coated graphene particles. This strategy devoted to optimize 
the surface functionality and biocompatibility of Graphene Related Materials (GRMs) 
can expand the use of carbon nanostructures and the development of new bio-nano-
technological devices.  
In Section 3.2.2. the use of Vmh2 functional layer is tested as a novel coating 
of glass surface in order to develop an optical (bio)sensing platform. The possibility to 
integrate nanomaterials such as graphene oxide and quantum dots has also been 
studied. 
The work described in Section 3.2 has been carried out in collaboration with 
the Nanobioelectronics & Biosensors Group of Prof. Arben Merkoçi at the Catalan 
Institute of Nanoscience and Nanotechnology (ICN2), Bellaterra, Spain. 
 
 
Focus: Bioanalytical Applications of Graphene Related Materials 
 
Biosensors‘s research aims to integrate nanotechnology methods, tools and 
materials into low cost, user friendly and efficient (bio)sensors with interest for health, 
safety/security and environment. Nanoparticle based systems are becoming an 
increasingly relevant alternative to traditional techniques in diagnostics and have 
been even demonstrated to be very useful for detection of cancer cells (Maltez-da 
Costa et al., 2012). Compact and cheap devices provided with smart systems, can 
be developed for diagnostics, exploiting nanotechnology. 
One of the major driving forces for the development of biosensors is the 
biomedical diagnosis of biomarkers. A biomarker is an agent that indicates a 
biological status. Therefore, a biomarker can reveal biological processes in normal, 
pathogenic or pathological states and even during pharmacologic or therapy 
responses. Since biomarkers can provide objective information towards clinical 
diagnosis, new advantageous devices for biomarker screening are highly desired 
(Morales-Narváez et al. 2012). Point-of-care detection, high-throughput screening 
and cheap tests are achievable through biosensor technology.  
Biosensors have found also potential applications in the agricultural and food 
industries. The detection of pathogenic organisms has an important potential in 
ensuring food safety. Potential applications of biosensors to food quality control 
include measurement of nutrients, at best, on-line coupled to the processing line 
through a flow injection analysis system. 
Biological polymers (e.g. enzymes and antibodies) are the fundamental active 
elements of a biosensor, since they interact in a very specific and selective way with 
a huge assortment of molecules, even nanoparticles, offering the possibility to detect 
analytes of an incredible variety of sizes and shapes. In fact, the effect of analyte 
binding can be transduced in every sort of electrical, chemical, optical, physical or a 
physicochemical signal to be acquired and converted in quantitative data. 
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The nanotechnology field is in constant search for new engineered materials for 
biosensing purposes. Recently, the graphene family of materials has shown great 
potential and the proposed applications for graphene-based biosensors have shown 
great variety. Carbon nanotubes and graphene, two categories of closely related 
carbon nanomaterials, due to their unique mechanical, electronic, chemical, optical 
and electrochemical properties, represent the most interesting building blocks in 
various biomedical applications. 
A significant number of publications reporting graphene based biosensors which 
have been used for improving the sensitivity and selectivity of biosensing systems 
based on the unique chemical, optical, electrical and electrochemical properties of 
graphene have appeared [Artiles et al. 2011; Pumera et al. 2010; Morales-Narváez 
and Merkoçi, 2012; Morales-Narváez et al., 2013; Ueno et al., 2013]. Moreover 
carbon nanomaterials have been extensively explored as drug delivery carriers for 
the intracellular transport of chemotherapy drugs, proteins, and genes. However, an 
expanded use of carbon nanostructures in living systems will require strategies to 
optimize their surface functionality and biocompatibility (Zhang Y et al., 2014). 
Many materials of biological source, such as proteins or polypeptides, have 
emerged as unique building blocks for ordered nanostructures in contexts much 
broader than those imposed by the original systems due to their ability to self-
assemble, and template protein assemblies with nanomaterials. The resultant hybrids 
can be used to produce nanocomposites with remarkable mechanical properties 
combining features from both GRMs and proteins. These hybrids are perfectly 
organized hierarchical structures, characterized by enhanced biocompatibility, 
allowing their use as cellular growth scaffolds and, thus, expanding the range of 
applications of graphene in medical/biological fields [Ling et al. 2014]. 
To explore the many advantages offered by GRMs in biosensor field, it is crucial 
to improve and optimize the methods by which the bio-recognition layer (i.e. an 
enzyme) is immobilized onto these nano-structures [Putzbach et al. 2013; González-
González et al., 2014]. It is vital that the proteins can be immobilized onto the 
nanostructure while retaining their native biological structure and function [Zuo et al. 
2013]. The ability to render hydrophobic materials soluble in aqueous solution makes 
hydrophobins attractive as possible coatings for carbon-based nanomaterials [Yang 
et al., 2013]. By duly exploiting the features offered by these two classes of materials, 
the application of protein–carbon nanomaterial hybrids may open new strategies in 
areas as diverse as microfluidics, heterogeneous catalysis, molecular separations, 
functional nanocomposites, tissue engineering, nanomedicine, nano(bio)electronics, 
(bio)sensors and in general (bio)analytical chemistry. 
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4. CONCLUSIONS 
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A) OPTIMIZATION AND SCALE UP OF VMH2 PRODUCTION 
- Extraction and purification of Vmh2 from P.ostreatus mycelium has been 
sensibly improved to obtain adequate amount of protein for laboratory scale 
applications. Yields of ≈230 mg of pure Vmh2 per Liter of culture broth, and 
productivities of 20÷50 mg of protein per working day have been achieved. 
- ATR-FT-IR analysis of purified samples has shown that the set up protocol is 
efficient in removal of non-protein contaminants. 
 
B) ANALYSIS OF VMH2 SOLUBILITY AND STRUCTURAL STUDIES OF 
AGGREGATED FORMS 
- Vmh2 spontaneously self-assembles into amyloid-like aggregates in aqueous 
buffers. The aqueous solution of Vmh2 at pH 7 contains a population of soluble 
oligomers and another one of small amyloid-like aggregates, whose ratio is 
affected by protein concentration. The aggregation process is promoted by 
temperature increase, at pH < 6, or in the presence of Ca2+ ions, leading to the 
same final protein conformation.  
- On the basis of the 3D structure model of the protein, a self-assembling 
mechanism can be inferred. Protonation of two aspartates, as well as the 
interaction with Ca2+ ions or increase of temperature would induce a 
destabilization of a long loop thus triggering a conformational change that in 
turn would determine rapid and extensive aggregation of the protein and the 
formation of amyloid-like structures. 
- Vmh2 conversion into the β-sheet rich, assembled form occurs in conditions 
different from those of the other Class I hydrophobins. Exposition of Vmh2 to 
water-air HHI does not induce self-assembly. 
- The layering process of Vmh2 on Teflon membrane has been investigated 
using ATR-FT-IR. Results, suggesting that a slow aggregation process favours 
the formation of a more uniform layer with a higher β-sheet contribution, have 
been validated by SEM imaging. 
 
 
C) A VERSATILE MALDI MS PLATFORM BASED ON SELF-ASSEMBLED THIN 
FILM OF HYDROPHOBIN 
- The protein film has been exploited to easily and homogenously coat the 
sample-loading steel plate used in MALDI-TOF mass spectrometry. The coat is 
easy to remove, allowing reuse of the same plate.  
- The functionalized surface is able to stably and homogenously adsorb peptides 
and proteins whereas salts or denaturants can be washed out allowing fast and 
high-throughput on-plate desalting prior to MS analysis.  
- High-quality spectra (good S/N ratio and reproducibility) with excellent levels of 
sensitivity are achieved, even under harsh conditions. The wide range of 
analysis without sample pretreatment makes the proposed method of interest 
for the high-throughput analysis of complex samples such as human serum. 
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- The functions of the Vmh2 coating have been expanded immobilizing enzymes 
of interest in proteomics, on-plate. Efficient, fast, and reproducible multiple 
enzyme digestions have been performed to achieve high sequence coverage 
of model proteins, including the analysis of post-translational modifications. 
- The possibility of exploiting this technique coupled to MALDI-TOF/TOF 
sequencing has been applied on model proteins and on the entire whey milk 
proteome. 
 
 
D) NANO-BIOTECHNOLOGICAL APPLICATIONS OF VMH2 
 
D1) In Situ Production Of Biofunctionalized Few-Layer Defect-Free 
Microsheets Of Graphene 
- A method for the production of biofunctionalized GBMs by using Vmh2 have 
been set up. High concentration of GBMs (~440÷510 µg mL-1) have been 
obtained upon Vmh2 assisted exfoliation of raw graphitic material. 
- It has been proved that controlled centrifugation enables the selection of very 
stable (>8 months, ζ-potential +40 ÷ +70mV), few-layer (<5 layers), graphene 
(~90÷100 µg mL-1) with an average lateral dimension of 1.0 ± 0.1 µm. 
- During the exfoliation/functionalization process the band structure of sp2-
carbon lattice is preserved, as demonstrated by Raman spectroscopy analysis. 
Therefore, no defects (e.g. oxidiation) are introduced in basal plane of 
graphene sheets. 
- Vmh2 also efficiently stabilizes dispersions of other hydrophobic GBMs. A thin 
hybrid films of Vmh2/GBMs has been easily assembled on a silicon chip by the 
drop casting method. 
 
D2) Quick and Simple Immobilization of Nanomaterials and Proteins on 
Glass Surface Using a Self-Assembled Vmh2 Layer 
 
- Vmh2 self-assembling into a thin amphiphilic layer has been used as a facile 
and rapid (4 minutes net time) method for glass coating modifying the WCA of 
super-hydrophilic glass (WCA <5°) up to 60°. 
- The optimized procedure allows coating 100 slides, 18.8 cm2 of surface each, 
per mg of Vmh2.  
- This functionalized surface is highly homogeneous, transparent and able to 
adsorb proteins and nanomaterials, such as graphene oxide and home-made 
quantum dots. 
- The functionalized slides have been tested in microarray technology. A 
fluorescent protein and quantum dots have been stably immobilized by micro-
patterning. Antibodies immobilized on the Vmh2-glass surface have proved 
functional in an optical bioassay. 
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